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(57) Abstract 

Described are peptides of formula (I), in which R», R2, R3, R4^ R5^ and are as defined in the description, as well 
as their preparation. The new peptides are suitable for use in the treatment of illnesses. 

(57) ZusammeafassuDg 

Es werden Peptide der Formel (I), worin R>, R^, R3, R4, R5^ x^ und X^ die in der Beschreibung angegebene Bedeutung 
besitzen, sowie deren Herstellung beschrieben. Die neuen Peptide eignen sich zur Bekampfung von Krankheiten. 
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NEUE PEPTIDE (DIDEMNIN), IHRE HERSTELLUNG UNO VERWENDUNG 



Beschreibung 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft neue Peptide, deren Herstel- 
lung sowie deren Verwendung bei der Bekampfung von Krankheiten. 

Aus Tunicaten der Art Trididemnum Solidum und Trididemnum Cyano- 
phorum sind verschiedene Verbindungen isoliert und in ihrer 
10 StruJctur aufgeklart worden (US 4 493 796, US 4 548 814, 

US 4 782 135, EP 48 149, EP 393 883), die antivirale und anti- 
neoplastische Wirkung besitzen. 

Es wurde nun gefunden, dap Peptide der Formel I 




0 
I 



worin 

XI ein Sauerstoffatoro Oder eine NH-Gruppe, 

X2 ein Sauerstoffatom Oder eine NH-Gruppe, 

Rl eine Aminoschutzgruppe, einen linearen, verzweigtkettigen 
20 Oder alicyclischen gesattigten Oder ungesMttigten alipha- 

tischen, aliphatisch-aroroatischen oder aroraatischen Acylrest 
rait 1 bis 30 C-Atomen, der durch Fluor-, Nitro-, Oxo-, 
Hydroxy-, Ci-C4-Alkoxy- oder eine gegebenenfalls geschutzte 
Aminogruppe substituiert sein kann, 
25 R2 ein Wasserstof fatom, eine Methyl- oder Ethylgruppe, 

R3 ein wasserstoffatom oder eine Methy Igruppe, 
ein wasserstoffatom oder eine Methy Igruppe, 

r5 ein wasserstoffatom oder eine Ci-C4-Alkylgruppe und 

r6 ein wasserstoffatom oder Methylgruppe 



ERSATZBLATT 
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bedeuten, nit Ausnahrae der Verbindungen, in denen gleichzeitig 
XI und X2 sauerstoffatome, R3 und R« Methyl gruppen, r5 eine iso- 
propylgruppe und Ri ein geschiitztes oder freies N-Me-D-Leu 
bedeuten, 

sowie deren Salze mit physiologisch vertragl ichen Sauren 
einfachep herstellbar sind und eine verbesserte wirkung besitzen. 

Oer N.O-Dimethyltyrosylrest kann in dem MolekUl die R- oder 
S-Konf iguration besitzen. 

von den verbindungen der Formel I sind diejenigen bevorzugt, in 
denen 



Xi eine NH-6ruppe, 
15 X2 eine NH-Gruppe, 

Ri H, aliphatisches Ci-Cio-Acyl, eine urethanische Aminoschutz- 

gruppe, ein gegebenenfalls durch CI oder OH substituierter 

Benzoylrest, eine freie Oder N-tennial geschutzte D-Amino- 

acylgruppe oder der_ Sarcosylrest 

20 R2 CH3, C2H5, 

R3 ein wasserstoffatoni oder eine Methyl gruppe, 

R4 CH3 und 

R5 CH2-CH(CH3)2 und CHlCHs): 
bedeuten. 

25 

Als physiologisch vertragliche Sauren sind insbesondere zu 
nennen: Salzsaure, Zitronensaure, Weinsaure, Milchsaure, Phos- 
phorsaure, Methansulfonsaure, Essigsaure, Aineisensaure, Malein- 
sSure, FumarsSure, SpfelsSure, Bernsteinsaure, Malonsaure, 
30 Schwefelsaure, L-GlutaminsSure, L-Asparaginsaure, Brenztrauben- 
saure, Schleirosaure, BenzoesSure, GlucuronsSure, Oxalsaure, 
AscorbinsSure, Acetylglycin. 

Die neuen Verbindungen lassen sich nach bekannten Methoden 
35 herstellen. 

So kann man die Verbindungen sequentiell aus Ami nosaurederi vaten 
Oder durch VerknUpfung geeigneter kleiner Fragmente aufbauen. 
Beim sequentiellen Aubau wird die Peptidkette bzw. Peptolidkette 
40 stufenweise um jeweils ein Ami nosaurederi vat verlangert. Bei der 
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Fragmentkupplung konnen Fragmente unterschiedl icher Lange rait- 
einander verkniipft werden, wobei die Fragmente ihrerseits 
wiederum durch sequentiellen Aufbau aus Atninosaurederi vaten Oder 
durch Fragmentkupplung gewonnen werden konnen. Die cyclischen 
5 Verbindungen werden nach Synthase der offenkettigen Peptide bzw. 
Peptolide durch eine Cyclisierungsreaktion erhalten, 

Sowohl beim sequentiellen Aufbau^ als auch bei der Fragment- 
kupplung miissen die Bausteine durch Bildung einer Amidbindung 
10 bzw. einer Esterbindung verkniipft werden. Hierzu eignen sich 
enzymatische und chemische Methoden. 

Chemische Methoden zur Amidbindungsbildung sind ausfUhrlich 
behandelt bei Muller, Methoden der Organischen Chemie Vol. XV/2, 

15 pp 1 - 364, Thieme Verlag, Stuttgart, 1974; Stewart, Young, Solid 
Phase Peptide Synthesis, pp 31 - 34, 71 - 82, Pierce Chemical 
Company, Rockford, 1984; Bodanszky, Klausner, Ondetti, Peptide 
Synthesis, pp 85 - 128, John Wiley & Sons, New York, 1976, und . 
anderen Standardwerken der Peptidchemie* Besonders bevorzugt sind 

20 die Azidmethode, die syntnetrische und gemischte Anhydridmethode, 
in situ erzeugte oder praforraierte Aktivester (z.B. Cyan-thio- 
pyridylester) und die Amidbindungsbildung mit Hilfe von Kupp- 
lungsreagenzien (Aktivatoren), insbesondere Dicyclohexylcarbo- 
diimid (DCC), Ot isopropylcarbodiimid (DIC), l-Ethoxycarbonyl-2- 

25 ethoxy-l,2-dihydrochinolin (EEDQ), l-Ethyl-3-(3-dimethylamino" 
propyl )-carbodiimidhydrochlorid (EDCI), n-Propanphosphonsaure- 
anhydrid (PPA), N,N-Bis(2-oxo-3-oxozolidinyl)amidophosphorsaure- 
chlorid (BOP-Cl), oiphenylphosphorylazid (DPPA), Castro's Reagenz 
( BOP ) , 0-Benzotr i azo ly I -N, N, N ' , N ' -tetramet hy I uron i um-Sa I ze 

30 (HBTU) , 2, 5-Di pheny 1-2, 3-di hy dro-3-oxo-4-hy droxy th i ophend i ox i d 
(Steglichs Reagenz; HOTDO) und 1, T-Carbonyl-diimidazol (CD!) . 
Die Kupplungsreagenzien konnen allein oder in Kombination mit 
Additiven wie N, N'-Dimethyl-4-aminopyridin (DMAP), N-Hydroxy- 
benzotriazol (HOBt), N-Hydroxybenzotriazin (HOOBt), N-Hydroxy- 

35 succinimid (HOSu) oder 2-Hydroxypyridin eingesetzt werden. 

Chemische Methoden zur Esterbindungsbildung sind ausfuhrlich 
behandelt bei Muller, Methoden der Organischen Chemie Vol, E5, pp 
656-773, Thieme Verlag Stuttgart, 1985). Besonders bevorzugt ist 
40 die Umsetzung von Carbonsaure und Alkohol mit Dicyclohexy l- 
carbodiimid (DCC) und N,N-Dimethyl-4-aminopyridin (DMAP). 
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Wahrend bei der enzymatischen Peptidsynthese norroalerweise auf 
Schutzgruppen verzichtet werden kann, ist fOr die cheraische 
Synthese ein reversibler Schutz der an der Bildung der Amid- bzw. 
Esterbindung nicht beteiligten reaktiven funktionellen Gruppen 
der beiden Reaktionspartner erforderlich. Bei den chemischen 
Peptidsynthesen werden drei literaturbekannte Schutzgruppen- 
techniken fQr Amine bevorzugt: Die Benzyloxycarbonyl (Z)-, die 
t-Butyloxycarbonyl(Boc)- und die 9-Fluorenylniethyloxycarbonyl- 
(Fmoc)-Schutzgruppentechnik. FUr OH-Gruppen elgnen sich besonders 
die t-Butyl-, die Benzyl-, die 2-Chloracetyl- und die t-Butyl- 
dimethy I -s i ty I -Schutzgruppen . 



Die Seitenkettenschutzgruppen der trifunktionellen Aminosaure- 
derivate bzw. Peptid- oder Peptolidbausteine werden so gewahlt, 
15 dap sie nicht notwendigerweise zusanmen abgespalten werden. Eine 
ausfuhrliche ubersicht Ober Aminosaureschutzgruppen gibt Muller, 
Methoden der Organischen Chemie, vol. XV/1, pp 20-906, Thieine- 
Verlag, Stuttgart, 1974. 

20 Die neuen Verbindungen besitzen eine sehr gute anti-virale und 
anti-neoplastische Wirkung und lassen sich daher gegen neo- 
plastische Erkrankungen und Autoimnunerkrankungen sowie zur 
Bekampfung und Prophylaxe von Infektionen und Abstopungs- 
reaktionen bei Transplantationen einsetzen. 



Die Wirkung der neuen verbindungen ist sehr selektiv. 



Die erfindungsgemapen Verbindungen kBnnen in Oblieher Weise oral 
Oder parenteral (subkutan, intravenos, intramuskular, intra- 
30 peritoneal) verabfolgt werden. 

Die Oosierung hangt vom Alter, Zustand und Gewicht des Patienten 
sowie von der Applikationsart ab. In der Regel betrSgt die tSg- 
liche Wirkstoffdosis zwischen etwa 10 und 1000 rog/kg KSrper- 
35 gewicht bei oraler Gabe und zwischen etwa 0,1 und 35 nig/m2 
Korperoberflache bei parenteraler Gabe. 

Die neuen verbindungen konnen in den gebrauchlichen galenischen 
Applikationsformen fest oder flussig angewendet werden, z.B. als 
40 Tabletten, Filintabletten, Kapseln, Pulver, Granulate, Dragees, 



wo 93/00362 



PCr/EP92/01304 



5 



Suppositorien Oder Losungen. Diese werden in ublicher Weise her- 
gestellt. Die Wirkstoffe Kiinnen dabei mit den Ublichen gale- 
nischen Hilfsmitteln wie Tablettenbindern, FUUstoffen, Konser- 
vierungsmitteln, Tablettensprengmitteln, Fl iepreguliermitteln, 
5 Weichmachern, Netzmitteln, Dispergiermitteln, Emulgatoren, 
Losungsmitteln, Retardierungsmitteln, Antioxidantien und/oder 
Treibgasen verarbeitet werden (vgl. H. Sucker et al: Pharma- 
zeutische Technologie, Thieme-Verlag, Stuttgart, 1978). Die so 
erhaltenen Applikationsformen enthalten den Wirkstoff normaler- 
10 weise in einer Menge von 1 bis 90 Gew.-%. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung n^her erlautern: 

Beispiel 1 

15 

Herstellung der Verbindung I (Ri= Benzyloxycarbonyl, R2=C2H5, 
R3=CH3, R*=CH3, R5=CH2-CH(CH3) 2, Xl=0, X2»0, S-Konf igurat i on) 

o-Monochloracetyl-L-hydroxyisovalerlansSurechlorid (1) 

20 

11,8 g (0,1 mol) L-Hydroxyisovalerians^ure wurden in 50 ml 
CH2CI2 bei 0*>C vorgelegt; dann wurden 11,3 g (0,1 mol) Chlor- 
acetylchlorid in 50 ml CH2CI2/ dann 8 ml (7,9 g, 0,1 mol) Pyridin 
zugegeben. Man liep mindestens 20 h bei RT stehen. Nach verdiinnen 
25 mit EE wurde mit 1 N KHSO4 und Wasser gewaschen, getrocknet 
(MgS04) und im Vakuum.eingeengt* Man erhielt 19,8 g (0,1 mol) 
gelbliches 01, das fOr weitere Urosetzungen geniigend rein war. 

Die so erhaltene chloracetylgeschUtzte Hydroxyisovaleriansaure 
30 (1 Sqv) wurde mit 2 «qv. Thionylchlorid versetzt und 3 h auf 500C 
erwarmt, bis die Gasentwicklung aufhorte. Uberschussiges Reagens 
wurde im Vakuum entfernt. Das Saurechlorid (1) wurde destilliert. 
Ausbeute 79 %, Sdp* 103®C/10 Torr, [al^fl = -9^^ = 2,7, 
CH2CI2). 

35 

0-Monochloracetyl-(2RS,4S)-hydroxyisovalerylpropionsaure (2) 

56 mmol (11,9) (1) wurden in 80 ml PE gelost und zu einer 
Methylmalonesterenolatlosung bei -60°C getropft, die aus 49,3 ml 
40 Methylmalonsaurebis(trimethylsilyl)ester in 220 ml THF und 120 ml 
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1,6 N BuLi (gegen den indikator Benzyl idenbenzylimin) zuvor bei 
-60«»C hergestellt wurde. Uber Nacht liep man auf RT konmen, 
hydrolysierte rait ICQ ml 2 N KHSO4 bis zur sauren Reaction und 
extrahierte 4 raal mit Ether, alle organischen Phasen wurden 

5 getrocknet (MgSOj und im Vakuum eingeengt. Der verbleibende 
Sirup wurde in 100 ml Toluol aufgenommen, 2 h geruhrt und von 
unloslicher Methylmalonsaure abfiltriert, die mit 50 ml Toluol 
nachgewaschen wurde. Der Toluolextrakt wurde mit gesattigter 
NaHC03-LBsung 3 mal (100, 50, 50 ml) intensiv extrahiert; die 

10 vereinigten wSprigen Phasen 1 mal mit 50 ml Toluol gewaschen. mit 
80 m CHCI3 unterschichtet und mit festem KHSO4 vorsichtig (Auf- 
schaumen!) angesauert. Die wSprig-saure Phase wurde noch 2 mal 
mit je 80 ml CHCI3 extrahiert, die organische Phase getrocknet 
(MgS04) und im Vakuum eingeengt. Man erhielt ein geruchloses, 

15 farbloses 51. 

Ausbeute: 11,2 g (44,8 mmol, 80 %) . 

Die p-KetosSure ist etwa 85 bis 90 % rein und wurde unverzOglich 
weiterverarbeitet. Elne Lagerung ist auch in der KHlte nicht 
unbegrenzt moglich. n a \ 

IH-NMR (80 MHZ, CDCI3): « = 9,3 (s, IH), 5,35 (d,J = 4HZ, 0,6H), 
5,25 (d, J»4H2, 0,4H), 4,2 (s, 2H), 3,5-4,0 (m, IH), 2,0-2,5 (m, 
IH), 1,4 (d, J=6HZ, 3H), 1,35 (d, J=7Hz, 3H), 1,0 (m, 6H). 



20 



o-Monochloracetyl-(2RS,4S)-hydroxyisovalerylpropionyl-L-leucin- 
25 trichlorethylester (3) 

12,8 g (51,1 mmol) (2) wurden mit 12,7 g (51,1 mmol) L-Leucin- 
trichlorethylester in 100 ml CH2CI2 gelost, auf 0<>C gekUhlt und 
mit 10,5 g (51,1 mmol) festem DCCD versetzt. Nach 2 h bei 0»C 
30 wurde vora Harnstoff abfiltriert, eingedampft und mit PE/EE 7/3 
chromatographiert. Man erhielt 14,0 g (28,3 mmol, 56 %) sauberes 
Produkt, das nach 2 Tagen fest wurde. Eine Probe konnte aus 
Diethylether/PE sehr langsam umkristall isiert werden. Fp. 71-95»C 
(Diastereomerenmischung) . 

35 



40 
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(2RS,4S)-Hydroxy isovalerylpropionyl-L-leucintrichlorethylester 
(4) 

7,00 g (14,1 mmol) (3) wurden in 70 ml Dioxan gelost und nachein- 
5 ander mil 2,14 ml (15 mmol) Triethylamin und 2,22 g (15 mmol) 
Pentamethylenthioharnstoff versetzt und 3 h auf 70^C erwarmt. 
Danach wurde im Vakuum eingeengt, In EE aufgenommen und wie 
Oblich aufgearbeitet. Das verbleibende, leicht gelbe 61 wurde mit 
PE/EE 7/3 Uber eine kurze Kieselgels^ule filtriert, die erhaltene 
10 Kristallmasse in 65 ml Ether gelost, mit 190 ml PE versetzt und 
im offenen Kolben stehengelassen. Durch sehr langsame, fraktio- 
nierende Kristall isation erhielt man farblose Nadelchen vom 
Schmp. 101-103OC, Ausbeute: 4,6 g (11 mmol, 78%). 

15 Boc-(3S,4R,5S)-lsostatin (TBDMS)-OH (5) 

a) 7,0 g (25,3 mmol) Boc-(3S,4R,5S)-Isostatin-OH (Synthesis 
(1989), No. 11, 832-835) wurde in 80 ml DMF gelost. Zu der 
gekUhlten Losung gab man 11,1 g (163 mol) Imidazol und 

20 10,6 g (70,3 mmol) tBDMS-Cl. Die Mischung wurde 30 min bei 

RT belassen. Nach Zugabe von 1,2 1 EE wurde die Reaktions- 
mischung schnell mit IN KHSO4 (200 ml), und viermal mit 
Wasser (4 x 150 ml) gewaschen, uber MgS04 getrocknet und zur 
Trockne eingedampft. 

25 Ausbeute: 12,2 g (25,3 mmol), 61 

[al^g = +7,7*> (c = 3,7, CHCI3). 

b) Das bissilylierte Produkt (12,2 g, 25,3 mmol) wurde in 
200 ml Dioxan gelost und tropfenweise mit In NaOH (26 ml) 

30 versetzt, bis der pH-Wert der Losung alkalisch blieb. Dioxan 

wurde abgedampft, der RDckstand mit 200 ml EE versetzt und 
bei O^C unter starkem RUhren 30 ml IN HCl zugegeben. Die 
waprige Phase wurde mit EE (2 x 100 ml) extrahiert und die 
vereinigten organischen Phasen Uber MgSO^ getrocknet und zur 

35 Trockne eingedampft. 

Ausbeute: 9, 9 g (25,3 mmol), 61 
[a]^8 - + 1,74 (c = 2,64, CHCI3) 



40 
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N-tert.-Butyloxycarbonyl-0-tert.-butyldiinethylsilyl-(3S,4R,5S)- 
isostatyl-(2RS,4S)-hydroxyisovalerylpropionyl-L-leucintrichlor- 

ethylester (6) 

5 580 mg (1,49 mmol) (5) wurden rait 630 mg (1,50 nrniol) (4) und 
20 mg DMAP in 3 ml CH2CI2 gelSst und bei -30«>C mit 310 rag 
(1,49 mmol) DCCD in 2 ml CH2CI2 versetzt. Man liep Uber Nacht auf 
RTlangsam epwSrmen, verdOnnte mit Diethylether und filtrierte 
vom Harnstoff ab. Die organische Losung wurde schnell wie iiblich 
10 gewaschen und das verbleibende 01 uber eine kurze Kieselgelsaule 
mit PE/EE 8/2 filtriert. 

Ausbeute: 1,11 g (1,40 mmol, 94 %) farbloses 61, Rf (PE/EE 8/2) = 
0,6 (Doppel fleck). 

15 C35H63N209Cl3Si (790,33) Ber. C 53,19 H 8,03 N 3,54 CI 13,46 

Gef. C 53,31 H 8,11 N 3,54 CI 13,23 

(3S, 4R,5S)-lsostatyl-(2RS,4S)-hydroxyisovalerylpropionyl-L- 
leucintrichlorethylesterrhydrochlorid (7) 



20 



2 0 g (2 53 mmol) (6) wurden in 10 ml Acetonitril gelost und mit 
2' ml wapriger Flupsaure (ca. 50 %ig) versetzt. Man ruhrte 4 h bei 
RT, neutral isierte mit festeni Kalilumhydrogencarbonat und extra- 
hierte 3 mal mit Chloroform, trocknete die organischen Extrakte 
25 (MgS04) und dampfte im Vakuum schnell ein, Der RUckstand wurde 
unverzOglich bei 0«>C in 20 ml HCl/Dioxan aufgenommen und 1 h bei 
RT geruhrt. Man engte ein, dampfte 3 mal mit Methylenchlorid ab 
und trocknete im Hochvakuum. Ausbeute: 1,55 g (2,53 mmol, 
quant. ) . 



30 



N-Benzy loxycarbony I -L-threon i nphenacy I ester (8 ) 



25 3 g (0,1 mol) Z-Threonin wurden in 200 ml EE suspendiert und 
mit 14 ml (0,1 mol) Triethylamin versetzt. Unter RUhren trug man 
35 19 0 g (0,1 mol) festes a-Bromacetophenon in einer Portion ein 
und erhielt zunSchst eine klare Lbsung, die bald trUb wurde. Man 
Hep 2 d stehen, verdunnte mit 500 ml EE und arbeitete wie ublich 
auf. Der kristalline RUckstand wurde in 420 ml isopropanol in der 
Warme gelost, mit 300 ml warmem Wasser versetzt und und 2 d ira 



40 
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Ounkeln stehengelassen. Die ausgefallenen weipen, langen Nadeln 
wurden abfiltriert, nachgewaschen und an der Luft im Dunkeln 
getrocknet. 

5 Ausbeute: 27,8 g (0,075 mol, 75 %), Fp 129-130<>C, 
[a] 25 = -32,2 (c = 2,04, EE) 

N-Boc-L-N,0-Diinethylty rosin (9) 

10 6,0 g NaH-Suspension wurden 3 mal mit PE gewaschen und abdekan- 
tiert, mit 50 ml THF Ubergossen und auf O^^C gekilhlt. Dann tropfte 
man 32 iranol Boc-Tyrosin, gelost in 110 ml THF, langsam zu und 
versetzte anschliepend mit 16 ml Methyl iodid. Die Suspension 
wurde 25 h unter Lichtausschlup bei RT geriihrt, mit 50 ml EE 

15 versetzt und mit Wasser vorsichtig hydrolysiert . Man engt im 
Vakuum auf ein kleines Volumen ein, Uberschichtete mit EE und 
sauerte mit 2 N KHSO4 an. Nach Extraktion mit EE werden die or- 
ganischen Phasen mit 10 %iger Natriumthiosulfatlosung gewaschen, 
getrocknet (MgSOA) und im Vakuum eingedampft. Ausbeute: 95 %. 

20 IH-NMR (80 MHZ, CDCI3): = 8, 5 (s, IH), 7,2 (d, 2H), 6,9 (d, 

2H), 4,7 (m, IH), 3,8 (s, 3H), 3,2 (m, 2H), 2,75 (s, 3H), 1,4 (s, 
9H) 

0-(tert.-Butyloxycarbonyl-L-N,0-dimethyltyrosyl)-N-benzyloxy- 
25 carbonyl-Lthreonin-phenacylester (10) 

2,00 g (5,38 rwnol) (8), 1,67 g (5,4 iranol) (9) und 70 mg 
(0,54 romol) DMAP wurden in 20 ml CH2CI2 gelost, auf -30*^C gekuhlt 
und mit 1,13 g (5,5 mmol) OCCD versetzt. Man liep Uber Nacht auf 
30 RT kommen, flltrierte den Harnstoff ab, engte das Filtrat ein, 
nahm den RUckstand in Ether auf, liep 1 h stehen und filtrierte 
erneut vom Harnstoff ab. Durch eine Kieselgelf I Itration mit PE/EE 
7/3 erhielt man das geniigend reine Peptolid (10). 

35 Ausbeute: 3, 5 g (5,28 mmol, 98 %), 
[al^g = -28,7 (c = 0,96, CHCI3) 



f 



40 



wo 93/00362 



PCr/EP92/01304 



10 



0- ( L-N, 0-0 imethy 1 ty rosy I ) -N-benzy I oxycarbony 1-L-threon i nphenacy 1 - 
ester (11) 

3,5 g (5,28 mmol) (10) wurden mit 20 ml 5 N HCl/Dioxan bei O'C 
5 gelost und nach 10 rain weitere 2 h bei RT stehengelassen. Das 
Dioxan wurde im Vakuum entfernt, der Ruckstand in wenig EE ge- 
lest, zu 200 ml Diethylether unter starkem RUhren langsam zuge- 
tropft und noch 2 h weitergerUhrt. Der Niederschlag wurde abge- 
saugt und ira vakuum getrocknet. 
10 Ausbeute: 2,80 g (4,67 mmol, 88%). 

C31H35N208C1 (599.08) Ber. C 62,15 H 5,89 N 4,67 

Gef. C 61,56 H 5,99 N 4,59 

15 Das so erhaltene Produkt wurde in 30 ml Chloroform gelSst und mit 
20 ml 1 N KHCO3 geschUttelt. Die waprige Phase wurde noch 2 mal 
mit Chloroform extrahiert, die vereinigten organischen Phasen 
getrocknet (MgSOi^) und im Vakuum eingedampft. 
Ausbeute: 2,45 g (4,35 mmol, 93%) farbloser Schaum, Rf (PE/EE 

20 1/1) = 0,2. 

0- ( tert . -Buty 1 oxy c arbony 1 -L-proly 1 -L-N, 0-d imethy 1 ty rosy I ) -N- 
benzy loxy carbony I -L-threon i nphenacy 1 ester (12) 

25 2,35 g (4,18 mmol (11) und 0,94 g (4,38 mmol) Boc-Prolin werden 
in 6 ml Methylenchlorid gelost und bei -20«>C mit 1,19 g (1,6 ml, 
9,2 mmol) N-Ethyldiisopropylamin und 1,17 g (4,6 mmol) BOP-Cl 
versetzt und langsam Qber Nacht auf RT erwSrmt. Nach verdUnnen 
mit Methylenchlorid wurde wie Qblich aufgearbeitet und mit PE/EE 

30 4/6 uber eine kurze KleselgelsSule filtriert. 

Ausbeute: 3,02 g (3,97 mmol, 95 %), Rf (PE/EE 1/1) =0,4 

C41H47N3O11 (757.85) Ber. C 64,81 H 6,50 N 5,53 

Gef. C 64,71 H 6,53 N 5,46 

35 
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0- ( tert . -Buty 1 oxycarbony 1 -L-proly l-L-N, O-d imethy 1 ty rosy 1 ) -N- 
benzy 1 oxy c arbony 1 -L-t hreon in (13) 

2,80 g (3,68 irmol) (12) warden in 20 ml 90 %iger wapriger Essig- 
5 sSure mit 1,8 g Zinkpulver 4 h bei RT geruhrt; vom ungelosten 
Zink wird abfiltriert und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand 
wurde zwischen EE und 1 N KHSO4 verteilt. Die kombinierten orga- 
nischen Phasen wurden getrocknet (MgS04) und im Vakuum eingeengt. 
Das verbleibende Harz wurde 3 mal mit Toluol im Vakuum abge- 

10 dampft. Dann wurde in 10 ml 1 N KHCO3 aufgenommen, 2 mal mit 
Ether gewaschen und die Etherphasen 2 mal mit H2O zurlick- 
gewaschen. Die vereinigten waprigen Phasen wurden mit EE liber- 
schichtet und unter KQhlung mit 1 N KHSO4 angesauert. Es wurde 
noch 2 mal mit EE ausgezogen und die vereinigten organischen 

15 Losungen getrocknet (MgSO^) und im Vakuum eingedampft. 
Ausbeute: 2,25 g (3,5 mmol, 95%). 

0- ( tert . -Buty 1 oxy c arbony 1 -L-pro ly 1 -L-N, O-d i met hy 1 ty rosy 1) -N- 
benzyloxycarbonyl-L-threonyl-(3S,4R,5S)-isostatyl-(2RS,4S)- 
20 hydroxy isovalerylpropionyl-L-leucintrichlorethylester (14) 

1,55 g (2,53 mmol) (7) und 1,79 g (2,78 mmol) (13) wurden in 
10 ml CH2CI2 gelost, auf O^C gekUhlt, 708 mg (2,78 mmol) BOP-Cl 
und 1,15 g (1,55 ml, 8,9 mmol) N-Ethy 1-di isopropylamin zugegeben 
25 und Uber Nacht langsam auf RT erwarmt. Nach Verdunnen mit Methy- 
lenchlorid wurde wie Ublich aufgearbeitet. Durch Kieselgel- 
filtration mit PE/EE 1/1 erhielt man 2,43 g (2,02 mmol, 80 %) 
Hexapeptolid (14) . 

30 MS (Fd, SO'^C): 1198 (M+1) 

C57H82N5O16 (1199,66) Ber, C 57,06 H 6,89 N 5,84 CI 8,86 

Gef. C 57,30 H 6,82 N 5,65 CI 8,72 
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0-(tert.-Butyloxycarbonyl-L-prolyl-L-N,0-diinethyltyrosyl)-N- 
benzyloxycarbonyl-L-threonyl-(3S,4R, 5S)-isostatyl-(2RS, US)- 
hydroxyisovalerylpropionyl-L-leucin (15) 

5 690 mg (0,57 iranol) Trichlorethylester (14) wurden in 20 ml 

90 %iger wapriger Essigsaure gelost und mit 2 g Zinkpulver uber 
Nacht geruhrt. Man filtrierte ab und engte das Filtrat im Vakuum 
ein. Der RQckstand wurde in EE aufgenommen und mit 1 N ICHSO4 und 
Wasser gewaschen. Die organischen Phasen wurden getrocknet 
10 {MgS04) und im Vakuum eingedampft. Der verbleibende Ruckstand 
wurde 3 mal mit Toluol im Vakuum abgedampft. Ausbeute: 610 mg 
(0,57 mmol) Harz. 

Cyclo-CN-benzyloxycarbonyl-0-[[N-[(2S,3S,4S)-4-[(3S,4R,5S)-4- 

15 ami no-3- (hydroxy ) -5-methy 1 heptanoy 1 ] oxy-3- { hydroxy ) -2, 5-d imet hy 1 - 
hexanoyl ]-L-leucyl]-L-prolyl-N,0-dimethyl-L-tyrosyl]-L-threonyl] 

(17) 

a) Herstellung des Pentafluorphenylesters (16) 

20 

106 mg (0,1 mmol) Hexapeptolidsaure (15) und 22,1 mg (0,12 mmol) 
Pentafluorphenol wurden in 0,5 ml CHjCla bei -20<'C mit 22,6 mg 
(0,11 mmol) DCCD in 0,1 ml CH2CI2 versetzt. Man liep uber Nacht 
auf RT kommen. Fur die Abspaltung der BOC-Schutzgruppe wurde 
25 diese Losung ohne weitere Behandlung verwendet. 



b) Ringschlup 

0,1 mmol Pentafluorphenylester (16) wurden auf 1 ml mit Methylen- 
30 chlorid verdOnnt. Bei O^C wurden dann 0,5 ml Trif luoressigsaure 
zugespritzt und 3 h bei 0<>C gehalten. Losungsmittel und uber- 
schussige Saure wurden im Vakuum abgezogen und der verbleibende 
RQckstand in 200 ml Chloroform gel5st. 

35 Diese Losung wurde in einem SchUtteltrichter vorgelegt und mit 
50 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung 5 min krSftig 
geschiittelt. Man liep noch 1 h stehen, trennte die Chloroform- 
schicht ab und wusch die waprige Phase noch 3 mal mit je 30 ml 
Chloroform nach. Die organischen Losungen wurden getrocknet 

40 (MgS04) und im Vakuum eingeengt, Durch Chromatographie mit PE/EE 
35/65 wurden die epimeren Ringe getrennt. 
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Ausbeute: 48 mg (0,051 mmol, 51 %) (2S)-Hip-Epinieres; 23 mg 
(0,024 iranol, 24%) (2R)-Hip-Epiineres, 
{2S)-Hip-Epimeres [a3^§ = -147,5 (c = 0,72, EE) 
MS: 950 (M+1, 24 %) 
5 .C5oH7iN50i3 (950.14) Ber. C 63,21 H 7,53 N 7;37 

6ef. C 63,13 H 7,55 N 7,32 

Beispiel 2 

10 Cyclo-[N-hexanoy 1-0-t [N-t (25, 3S, 4S)-4-[ (3S, 4R, 5S)-4-amino-3- 
( hydroxy )-5-niethylheptanoyl]oxy-3-( hydroxy) -2, 5-diinethyl-hexa- 
noyl]-L-leucyl]-L-prolyl-N,0-dimethyl-L-tyrosyl]-L-threonyl] (18) 

550 mg (0,158 mmol) (17) wurden in 40 ml 90 %iger wapriger Essig- 
15 saure gelost, mil 1,1 ml 1 N HCl versetzt und mit 150 mg Pd/C 
unter Normaldruck 6 h hydriert, Danach wurde wie ublich aufge- 
arbeitet und der Ruckstand 2 mal mit 5 ml Toluol im Vakuum ab- 
gedampft. Das Hydrochlorid blieb als weipes Pulver zurUck. Nach 
der Hydrierung erhielt man in jedem Fall das stabilere 
20 (2S)-Hip-Epimere. 

Eine Losung von 500 mg des so erhaltenen Hydrochlorids 

(0,58 mmol) in 10 ml absolutem CH2CI2 wurde bei -lO^C mit 0,09 ml 

Hexansaurechlorid (0,65 mmol) und 0,33 ml Collidin (2,5 mmol) 

25 versetzt. Der Ansatz wurde 2 h bei -10^'C und 1 h bei RT gerUhrt. 
Das CH2CI2 wurde im Vakuum abgezogen, der Ruckstand in EE gelost 
und mit 1 N H2SO4- und N KHCOa-Losung gewaschen. Die organische 
Phase wurde mit MgSO^ getrocknet und eingeengt. Umkristall isation 
des RUckstandes aus EE/PE 1:1 ergab 400 mg reines (18). Das 

30 Filtrat wurde eingeengt und durch MPLC (EE/PE 7/3) gereinigt. 
Gesamtausbeute: 480 mg = 90 %• 
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Analog Beispiel 1 und 2 lassen sich folgende verbindungen 
herstellen: 

A: XI = 0, X2 = 0, R2 = CjHs, R3 = CH3, = CH3, 
r5 = CH2-CH(CH3)2 S-Konf iguration 

Nr. Rl 

3 CH3-CO 

4 H-CO 

5 CH3-CH2-CO 

6 CH3-(CH2)l4-C0 

7 Z 

8 80C 

9 CH3-CH2-O-CO 

10 Z-N-Me-O-Ala- 

11 p-OH-Benzoyl 

12 (CH3)3C-CO 

13 HC>-(CH2)3-CO 

14 C6H5-O-CO 

15 CF3-CO 

16 (CF3)2-CH-0-CO 

17 CH3-CH2-0-CC>-(CF2) 2-^0 

18 p-HO-C6H4-(CH2)2-CO 

19 CH3-CC>-CH2-CO 

20 CF3-CH2-O-CO 

21 Ac-Sarcosyl 

B: XI = 0, X2 = 0, Ri = C2H5, = CH3, R^ = CH3, 

r5 = CH2-CH(CH2)2 R-Konf i gurati on 

Nr. Rl 

22 n-Hexanoyl 

23 Ac-N-Me-O-Leu 
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C: XI =0, X2 = 0, R2 = CH3, R3 = CH3, = CH3, 

R5 = CH2-CH(CH3)2 S-Konf iguration 

Nr. Ri 

24 CH3-CO 

25 CH3(CH2)4CO 

26 Naphthyl-l-sulfonyl 

27 H-CO 

28 CH3-CH2-CO 

29 CH3-(CH2)i4-CO 

30 Z 

31 BOC 

32 CH3-CH2-O-CO 

33 Z-N-Me-D-Ala 

34 Ac-Sarcosyl 

35 p-HO-Benzoyl 

36 (CH3)3C-C0 

37 HO-(CH2)3-C0 . 

38 C6H5-O-CO 

39 CF3-CO 

40 (CF3)2CH-0-CO 

4 1 CH 3-CH 2-0-CO- ( CF 2 ) r^O 

42 p-HO-C6H4-(CH2)2-CO 

43 CH3-Ca-CH2-CO 

44 CF3-CH2-O-CO 

0: XI =0, X2 = 0, R2 = CH3, R3 = CH3, R4 = CH3, 

R5 = CH2-CH(CH3)2 R-Konf iguration 

Nr. Ri 

45 CH3-CO 

46 CH3-(CH2)4-CO 

47 {CH3)2CH-CO 

48: XI =0, X2 = 0, Rl = Z-N-Me-D-Leu, R2 = C2H5 

R3 = CH3, R^ = H, R5 = CH2-CH(CH3)2, S-Konf i gurati on 



wo 93/00362 



PCr/EP92/01304 



16 



Beispiel 49 

Herstellung der Verbindung I (Rl = Benzyloxycarbony I, R2 = C2H5, 
R3 = CH3, R« =CH3, R5 = CH2-CH(CH3)2, = NH, X2 = 0, S-Konfigu- 
5 ration) 

« N-Benzy 1 oxy c arbony 1 -Pn-[ tert . -buty 1 oxy c arbony 1 -L-N, 0-d iraethy 1 - 
tyrosyn-(2S,3R)-diatninobuttersaureniethylester (19) 

10 6 nrniol (1,82 g) HCl -Z-Oab-OMe (Hoppe-Sey let's Z. Physiol. Chem. 
354, 689 (1973) wurden zwischen EE und NaHCOs-Losung verteilt und 
die'waprige Phase v«jrde noch zweimal mit EE extrahiert. Man 
trocknete die vereinigten organischen Phasen mit Magnseiumsulfat, 
dampfte ein, ISste zusammem mit 6,3 mmol (1,95 g) Boc-N,0-di-^ 

15 methyl-L-tyrosin in 15 ml Dichlormethan und versetzte bei -20<'C 
mit 6,3 mmol (1,30 g) DCCD. 

Nachdem Uber Nacht auf RT erwSnnt worden war, verdunnte man niit 
reichlich Diethylether, filtrierte und dampfte ein. Der RUckstand 
20 wurde erneut in Ether aufgenommen, 1 h stehengelassen, filtriert 
und eingedampft. Kieselgelf iltration und Mitteldruckchromato- 
graphie (PE/EE = 1/1) ergaben 3,04 g (91 %) farblosen Schaum. 

Fp.: 46-48»C; to]2B = -2,3 (c = 1,1; CHCI3) ; 
25 DC (PE/EE = 1/1): Rf = 0,33; HPLC (Hex/EE = 1/1): tR= 3,6 min; 

o N-Benzyloxycarbonyl-P-N-[tert.-butyloxycarbonyl-L-prolyl-L-N,0- 
dimethyltyrosyl]-(2S,3R)-dlaminobuttersauremethylester (20) 

30 4.8 mmol (2,68 g (19) wurden in 5 ml Dichlormethan gelSst, mit 
10 ml HCl/Dioxan versetzt und 1 h bei RT gerUhrt. Danach dampfte 
man ein, nahm in EE auf und schOttelte mit NaHC03-Losung kraftig 
durch. Die waprlge Phase wurde noch zweimal mit EE extrahiert. 
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat 

35 getrocknet, filtriert und eingedampft. 

Den hierbei erhaltenen farblosen Schaum loste man zusammen mit 
5 mmol (1,08 g) Boc-L-prolin in 15 ml Dichlormethan und versetzte 
bei -20OC zuerst mit 5 mmol (1,27 g) Bop-Cl und dann mit 11 mmol 
40 (1,42 g) Ethyldiisopropylamin. 
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Man liep liber Nacht auf RT erwSrmen, arbeitete wie UbUch auf und 
filtrierte iiber Kieselgel- Nach Mitteldruckchromatogrphie (PE/EE 
= 4/6) erhielt man 2,77 g (88 %) farblosen Schaum. 

5 [a]2B = -55,1 (c = 1,0; CHCI3)? DC (PE/EE = 4,^): Rf = 0,3; HPLC 
(Hex/EE = 4/6: = 4, 8 min; 

**N-Benzyloxycarbonyl-P-N-[tert.-butyloxjcarbonyl-L-prolyl-L-N,0- 
dimethyltyrosyl]-(2S,3R)-diaminobuttersaure (21) 

10 

2u 3,5 mmol (2,29 g (23) in 15 ml Dioxan/Wasser (2:1) warden 4 ml 
iN-NaOH unter pH-Kontrolle (pH < 10) langsam zugetropft. Nach 
weitgehendem Umsatz (DC-KontroHe) wurde das Oioxan im Vakuum 
entfernt und die waprige Phase zweimal mit Diethylether extra- 

15 hiert, Aus der Etherphase konnte gegebenenfalls unumgesetzter 

Ester zurUckerhalten werden, wahrend die Wasserphase mit EE iiber- 
schichtet und bei 0°C mit festem Kaliumhydrogensulfat auf pH 1 
bis 2 angesauert wurde. Nach mehrfacher Extraktion mit EE, Trock- 
nung der organischen Phasen mit Magnesiumsulfat und Abdarhpfen des 

20 L&sungsmittels erhielt man die entsprechende Carbonsaure. 

Ausbeute: 2,1 g (93,7%) farbloser, amorpher Feststoff; 

«N-Benzyloxycarbonyl-P-N-[tert-butyloxycarbonyl-L-prolyl-L-N,0- 
25 d imethy 1 ty rosy 1 ]- ( 23, 3R ) -d i ami nobuty ry 1 - (2S, 4R, 55 ) - i sostaty I - 
(2RS, 45) -oxyisovalerylpropionyl-L-leucintrichlorethyl ester (22) 

1,1 mmol (705 mg) (21) und 1,1 mmol 674 mg (7) wurden in 8 ml 
Dichlormethan gel5st, bei 0°C mit 1,1 mmol (280 mg) Bop-Cl und 
30 3,4 mmol (440 mg) Ethyldi isopropylamin versetzt und uber Nacht 
auf RT erwarmt. Nach ublicher Aufarbeitung und Mltteldruck- 
chromatographie (PE/EE = 3/7) erhielt man 570 mg (43 %) farblosen 
Schaum* 

DC (PE/EE = 3/7): Rf = 0,32; HPLC (Hex/EE = 3/7): tp = 3, 1 min; 

35 
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ON-Benzy loxycarbony 1 -P-N- [ tert-buty 1 oxy carbony 1 -L-proly 1-L-N, 0- 
dimethyltyrosylI-(2S,3R)-diarainobutyryl-(2S,4R,5S)-isostatyl- 

(2RS,4S)-oxyisovalerylpropionyl-L-leucin (23) 

0,475 nmol Trichlorethylester (22) wurden in 20 ml 90 %iger 
wapriger Essigsaure gelost und Uber Nacht mit 2 g Zinkpulver 
(frisch mit Salzsaure angeatzt und mit Wasser, Ethanol und Ether 
gewaschen) krSftig geriihrt. 

Nach Filtration zog man die Essigsaure im Olpumpenvakuum ab, nahm 
den RQckstand in EE auf, wusch mit 10 %iger Zitronensaure, trock- 
nete mit Magnesiumsulfat, filtrierte und engte ein. Zur vollstan- 
digen Entfernung der Essigsaure wurde der Ruckstand noch zweimal 
mit Toluol eingedampft und im Hochvakuuro getrocknet. 

Ausbeutc: 453 mg (89,3 %) farbloser Feststoff; 

Cyclo-[N«-benzy loxycarbonyl-NP-[[N-t (2S, 3S, 4S)-4-[ (3S, 4R, 5S)-4- 
ami no-3- ( hy droxy ) -5-methy 1 heptanoy 1 ] oxy-3- (hydroxy ) -2, 5-d i methy 1 - 
20 hexanoyl ]-L-leucyl ]-L-prdly 1-N, 0-dimethyl-L-tyrosy 1 ]- (2S, 3R)- 
diaminobutyryl] (24) 

0,374 mmol (400 rag) Hexapeptolidsaure werden nach der allgemeinen 
Arbeitsvorschrift fiir den Ringschlup umgesetzt. 



15 
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a) Darstellung des Pentaf luorphenylesters und Abspaltung der 
Boc-Schutzgruppe 



400 mg (23) (0,374 mmol) und 0,56 mmol Pentaf luorphenol wurden in 
30 2 ml Dichlormethan bei -20oc mit 0,45 mmol DCCD versetzt und uber 
Nacht auf RT erwSnnt. Es wurde filtriert und eingeengt, direkt 
bei O^C mit 1 ml Trifluoressigsaure versetzt und 1 bis 4 h ge- 
ruhrt. Die Trifluoressigsaure wurde dann im Hochvakuuro entfernt 
und das erhaltene Harz fur den Ringschlup eingesetzt. Beide 
35 Reaktionsschritte konnten im DC auf vollstSndigen umsatz Uber- 
prQft werden. 
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b) Ringschlup 

Das bei der Boc-Abspaltung erhaltene Harz (0,37 mmol) wurde in 
400 ml troclcenem Chloroform aufgenommen und 5 min mit 100 ml 
5 gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung kraftig geschuttelt. 
Man liep 1 h stehen und extrahierte dann die w^prige Phase noch 
zweimal mit Chloroform. Die vereinigten organischen Phasen warden 
mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. 

10 Zur Abtrennung von Dicyclohexylharnstof f nahm man in abs. Di- 
ethylether auf, liep 1 h stehen und filtrierte iiber eine watte- 
gefOllte Pasteurpipette. 

Pentafluorphenol wurde durch Kieselgelf iltration mit Dichlor- 
15 methan abgetrennt. Das Produkt blieb auf dem Kieselgel haften und 
konnte anschliepend mit EE eluiert werden. Die endgQltige Reini- 
gung erfolgte dann durch Mitteldruckchromatographie. 

Nach Mitteldruckchromatographie (PE/EE = 35/65) erhielt man 
20 150 mg (42,2 %) farblosen Feststoff. 

DC (PE/EE = 35/65): Rf = 0,34; Fp.; 1120C; 

[al2g = -165,3 (c = 0,9; CHCI3); MS: 948,4 (M), 949,4 (M+H) ; 

25 Cyclo-[N«-[2-N-Me-D-leucyl 1-nP-[ [N-[ (2S, 3S, 4S)-4-[ (3S, 4R, 5S)-4- 
amino-3- (hydroxy )-5-methylheptanoy 1 ]oxy-3- (hydroxy ) -2, 5-dimethy 1- 
hexanoyll-L-leucyl]-L-prolyl-N,0-dimethyl-L-tyrosyl]-(2S,3R)-di- 

aminobutyryl] (25) 

30 0,084 mmol (24) wurden in 10 ml 90 %iger wapriger Essigsaure mit 
200 fil IN-HCI und 30 mg Pd/C bei RT und 1 bar 6 h hydriert 
(DC-Kontrolle). 

Abfiltrieren des Katalysators, Abziehen der Essigsaure im Vakuum 
35 und zweimallges Eindampfen mit Toluol ergibt das Cyclopeptol id- 
hydrochlorid in quantitati ver Ausbeute. 

Das Cyclopeptol id-hydrochlorid wurde in 0,5 ml Dichlormethan bei 
0°C mit 0,12 mmol 2-N-Me-De-Leu-3-cyano-4, 6-dimethyl-2-thio- 
40 pyridylester und 0,12 mmol Triethylamin versetzt. Man riihrte noch 
bei RT uber Nacht und arbeitete wie folgt auf. 
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Man filtrierte zunachst das gelbe Thiopyridonderivat ab und trug 
das eingeengte Filtrat auf eine kurze KieselgelsSSule auf. Ober- 
schUssigen Thiopyridylester entfernte man durch SpOlen mit PE/EE 
= 7/3. Anschliepend konnte das Produkt mit PE/EE = 2/8 eluiert 
5 werden. Das Thiopyridylester-freie Rohprodukt wurde dann in EE 
mit 10 %iger Zitronensaure, 1 N NaOH {Entfernung des restlichen 
Thiopyridons) und ges. Kochsalzlosung gewaschen, mit Magnesium- 
sulfat getrocknet und eingedampft. 

10 Nach Mitteldruckchromatographie (PE/EE = 3/7) erhielt man 62 mg 
(68,6 %) farblosen Feststoff. 



15 
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30 



Fp.: 102-103«»C, DC (PE/EE = 3/7): Rf = 0,25; 
[o]2g = -113 (c = 0,9; CHCI3); 



Analog lassen sich (zum Teil unter Verwendung des entsprechenden 
Norstatinderivates und/oder des entsprechenden D-Tyrosin-Oeriva- 
tes und/oder von (2RS,4S)-Fluorenylmethyloxycarbonyl-aminoiso- 
valerylpropionsSure und/oder von (2S)-2,3-Diaminopropansaure) 
20 folgende Verbindungen der Formel I herstellen: 
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F: XI = NH, X2 = 0, R2 = C2H5, R3 = CH3, = CH3, 

r5 = CHr-CH(CH3)2 , S-Konf iguration 

Nr. Rl 

51 Boc-N-Me-D-Leu 

52 Ac-Sarcosyl 

53 CH3CO 

54 CH3(CH2)4C0 

55 CF3CO 
55 PhOCO 

57 p-OH-Benzoyl 

58 Z-N-Me-D-Ala 

59 CH3CH2OCO- 

60 Ac-Gly 

61 Napthal i n-2-sul fony 1 

62 N-Me-O-Val 

63 Perf I uorprop i ony 1 

64 Boc 

65 Ethy 1 oxy c arbony 1 

G: XI = NH, X2 = NH, R2 = CH3, R3 = CH3, R^ = CH3, 

r5 = CH2-CH{CH3)2, S-Konf iguration 

Nr. Rl 

66 CH3-CO 

67 CH3-(CH2)4-CO 

68 Z-N-Me-D-Leu 

69 Z-Sarcosyl 
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H: Xl = NH, X2 = NH, R2 = CH3, R3 = H, = CH3, 

r5 = CH2-CH(CH3)2/ S-Konf iguration 
Nr. Ri 

70 CH3CO 

71 CH3(CH2)4C0 

72 Boc-N-Me-D-Leu 

73 CF3CO 

74 p-OH-Benzoyl 

75 Ac-Sarcosyl 

76 C(CF3)20CO 

77 PhOCO 

I: XI = NH, X2 = 0, R2 = CH3, R^ = H, R^ = CH3, 
r5 = CH2-CH(CH3)2, 

Nr. Rl 

78 CH3CO 

79 HCO 

80 CH3(CH2)4C0 

81 (CH3)3CCO 

82 CF3CO 

83 p-OH-Benzoyl 

84 Z 

85 Boc 

86 Z-N-Me-D-Ala 

87 2-N-Me-D-Leu 

88 Ac-Sarcosyl 

89 PhOCO 

90 C(CF3)20C0 

9 1 CH 3CH 20C0-N-Me-D-Leu 

92 CF3CH2OCO 

93 Naphthalin-l-sulfonyl 
9A Naphthal i n-2-sul f ony 1 
95 Perfluorheptanoyl 
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Zy totox i z i tatstest 

Die Zytotoxizitat wurde in einem weit verbreiteten Standardtest- 
system fiir adharente Zellinien nach der Methode von Flick and 
5 Gifford (Kristallviolett-Assay ) [0. Immunol. Meth,, 1984; 68, 
167-175] getestet. Als Zielzellen wurden die humanen Zellinien 
CX-I (Kolonkarzinom), MX-I (Mammakarzinom) und LX-I (Lungen- 
karzinom) verwendet. 

10 Die jeweillgen Zellen wurden in flachbddigen Mikrotiterplatten 
mit 96 Kavitaten in einer Zelldichte von 2-3 x 103 zellen pro 
Kavitat ausplattiert und 24 h unter Standardkulturbedingungen 
(RPMI 1640 mit 10 % fotalem Kalberserum und 1 % nicht-essential- 
len Aminosauren) bei 37^0 und 5 % C02/95 % Luft inkubiert. Danach 

15 wurden die Zellen weitere 72 h unter denselben Bedingungen, aber 
in Gegenwart verschiedener Konzentrationen der Test-Verbinclungen 
inkubiert (ZellkontroUen nur in Medium). Die Quantif izierung der 
zytotoxischen Aktivitat erfolgte nach Entfernung des Kultur- 
mediums und damit der nicht-adharenten, toten Zellen. Die ver- 

20 bliebenen adharenten Zellen wurden 20 min mit 50 ^1 einer Kri- 
stallviolett-Farbelosung inkubiert und anschliepend die Mikro- 
titerplatten krSftig mit Wasser gespUlt urn den ungebundenen, 
wasserloslichen Farbstoff zu entfernen. 

25 Die verbliebenen wasserunloslichen Farbkristalle wurden pro 
Kavitat mit 100 ^1 einer Losung, bestehend aus 50 % EtOH und 
0.1 % Essigsaure, gelost. Die Absorption jeder Kavitat wurde 
mittels eines Mikrotiterplattenphotometers (Titertec, Multiscan, 
Flow Lab., Meckenheim, BRD) bestimmt und die halbmaximale wirk- 

30 konzentration der jeweiligen Testsubstanz ermittelt. 

In diesem Test zeigten die neuen Verbindungen eine gute zyto- 
toxische Wirkung auf die getesteten menschlichen Tumorzell inien. 
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Zy totox i z i tMtstest 

Die Zytotoxizitat wurde in einem weit verbreiteten Standardtest- 
systero fiir adharente Zellinien nach der Methode von Flick and 
5 Gifford (Kristallviolett-Assay) [J, Immunol. Meth., 1984; 68, 
167-175] getestet. Als Zielzellen wurden die humanen Zellinien 
CX-I (Kolonkarzinom), MX-I (Mammakarzinom) und LX-I (Lungen- 
karzinom) verwendet. 

10 Die jeweiligen Zellen wurden in flachbodigen Mikrotiterplatten 
mit 96 Kavitaten in einer Zelldichte von 2-3 x 103 zellen pro 
Kavltat ausplattiert und 24 h unter Standardkulturbedingungen 
(RPMI 1640 mit 10 % fotalem Kalberserum und 1 % nicht-essential- 
len Aminosauren) bei 37^0 und 5 % C02/95 % Luft inkubiert. Danach 

15 wurden die Zellen weitere 72 h unter denselben Bedingungen, aber 
in Gegenwart verschiedener Konzentrationen der Test-Verbin<lungen 
inkubiert (Zellkontrollen nur in Medium). Die Quantif izierung der 
zytotoxischen Aktivitat erfolgte nach Entfernung des Kultur- 
mediums und damit der nicht-adharenten, toten Zellen. Die ver- 

20 bliebenen adharenten Zellen wurden 20 min mit 50 ^1 einer Kri- 
stallviolett-Farbelosung inkubiert und anschliepend die Mikro- 
titerplatten krSftig mit Wasser gespUlt urn den ungebundenen, 
wasserlosl ichen Farbstoff zu entfernen. 

25 Die verbliebenen wasserunloslichen Farbkristalle wurden pro 
Kavitat mit 100 ^1 einer Losung, bestehend aus 50 % EtOH und 
0.1 % Essigsaure, gelbst. Die Absorption jeder Kavitat wurde 
mittels eines Mikrotiterplattenphotometers (Titertec, Multiscan, 
Flow Lab., Meckenheim, BRD) bestimmt und die halbmaximale Wirk- 

30 konzentration der jeweiligen Testsubstanz ermittelt. 

In diesem Test zeigten die neuen Verbindungen eine gute zyto- 
toxische Wirkung auf die getesteten menschl ichen Tumorzel I inien. 
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Die in den Beispielen verwendeten Abkurzungen haben folgende 


Bedeutungen: 


Ac : 






2£nui valent (e) 




-f'Riit V 1 oxvcarbonv I 


BOP-C 1 : 


N N-Bis(2-oxo-3-oxazolidinyl)aTnidophosphorsaurechlorid 


UaD : 


lis 3R)-0iaminobuttersaure 


Du: 


rtiinnsch ichtchromatoaraphie 

^Ullll^vii r 




Dicyclohexylcarbodi tmid 


UriHr • 


N, N-Dimethyl-^-aminopyridin 


cc > 


Ess iasaureethy Tester 


Hip : 


Hydroxy isovalerylpropionsaure 


1st: 


Isostatin 


i.Vak.: 


im Vakuum 


konz . : 


konzentriert 


MCA: 


Monochloracetyl 


NMR: 


Nuclear Magnetic Resonance 


PE: 


Petrol ether 


Tee: 


Trichlorethyl 


RT: 


Raumtemperatur 


TBOMS: 


tert , -Buty I -d imethy 1-s i ly 1 


THF: 


Tetrahydrofuran 


Z: 


Benzyl oxycarbonyl 
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Patentanspruche 

1. Peptide der Formel I 




I. 

R5 



5 worin 

Xi ein Sauerstoffatom Oder eine NH-Gruppe, 
X2 ein Sauerstoffatom oder eine NH-Gruppe, 
Rl eine Aminoschutzgruppe, etnen linearen, verzweigt- 
kettigen Oder alicyclischen gesattigten oder unge- 
10 sSttigten aliphatischen, aliphatisch-aromatischen oder 

aromatischen Acylrest mit 1 bis 30 C-Atomen, der durch 
Fluor-, Nitro-, Oxo-, Hydroxy-, Ci-C^-Alkoxy- oder eine 
gegebenenfalls geschUtzte Aminogruppe substituiert sein 
kann, 

15 R2 ein Wasserstoffatora, eine Methyl- oder Ethylgruppe, 

R3 ein Wasserstoffatom oder eine Methylgruppe, 
r4 ein Wasserstoffatom Oder eine Methylgruppe, 
r5 ein Wasserstoffatom oder eine Ci-C4-Alkylgruppe und 
r6 ein Wasserstoffatom oder eine Methylgruppe 

20 bedeuten, mit Ausnahme der Verbindungen, in denen gleich- 

zeitig Xi und X2 Sauerstoffatome, R3 und R^ Methylgruppen, 
R5 eine isopropy Igruppe und Rl ein ges:chiitztes oder freies 
N-Me-D-Leu bedeuten, 

sowie deren Salze mit physiologisch vertragl ichen Sauren. 



Peptide der Formel I gemap Anspruch 1 zur Verwendung bei der 
Bekampfung von Krankheiten. 
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